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妊娠期高血压疾病孕妇胎盘小动脉平滑肌大电

导钙激活钾通道表达水平的定量测定"
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"摘要#

!

目的
!

观察妊娠期高血压疾病"

7SVX

&孕妇胎盘小动脉中大电导钙激活钾通道"

3fVE

&的蛋白表达!探讨
3fVE

在

该疾病发生机制中的作用'方法
!

取
7SVX

孕妇"

7SVX

组!

T$2

&与健康孕妇"

\<

组!

'T$2

&胎盘小动脉平滑肌!用蛋白免疫印

迹法"

6A+=AB,9C"=

&检测
3fVE

通道
,

亚基及
)

$

亚基的蛋白水平'结果
!

胎盘小动脉平滑肌检测显示!

3fVE

通道
,

亚基在
\<

组的蛋白相对表达量为
$&%1/1Q%&$/%)

!

7SVX

组为
$&%%$1Q%&$)(/

!差异无统计学意义"

!

'

%&%2

&%

)

$

亚基在
\<

组的蛋白

相对表达量为
$&)$)/Q%&%$1)

!

7SVX

组为
%&0$/$Q%&%/%/

!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

&'结论
!

7SVX

胎盘小动脉平滑

肌
3fVE

通道
,

亚基蛋白表达无明显变化!

)

$

亚基蛋白表达均明显下调'由此推测大电导钙激活钾通道可能参与了
7SVX

的发

生(发展!

)

$

亚基的异常表达可能是导致
7SVX

血管舒缩功能障碍的一个重要基础'

"关键词#

!

妊娠期高血压疾病%大电导钙激活钾通道%

,

亚基%

)

$

亚基

"中图分类号#

!

8-$0&121

"文献标识码#

!

:

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

&

'%.011(.%'

!"#

U

7'(+2+'+2&#.#+#$02('+2-(-EC>=')"'((#%12(

5

%')#(+'%'$+#$2-%#10--+"071)%#

)#%%1-E"

/5

#$+#(12&#.21-$.#$)-0

5

%2)'+2(

65

$#

6

('()

/

"

31C&#

U

#0'

)

#

J$R#&0=0'

)

#

$

21

6

&7841'80

9

M

,

'1@0>0

),

&'=:;<8187#@<

#

8+1P

99

#>#&81=C0<

6

#8&>0

9

L#@+$&'

/1=#@&>H'#?17<#8

,

#

"$N+0$

#

L#@+$&')0)%%%

#

*+#'&

&

!!

'

8*1+$')+

(

!

9*

:

#)+2&#

!

<""9+ABDA=@A;@E,

J

A"M

I

B"=A#,CADAC+"MCEB

J

A;",!>;=E,;A;EC;#>GE;=#DE=A!

I

"=E++#>G;@E,,AC

$

3f.

VE

&

#,

I

CE;A,=ECEB=AB#"CA+G""=@G>+;CA;ACC+MB"G@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

E,!!#+;>++#=+B"CA&;#+"-.1

!

6A+=AB,9C"=E,EC

?

+#+FE+>+A!="AHEG#,A

I

B"=A#,AH

I

BA++#","M

,

+>9>,#=E,!

)

$

+>9>,#="M3fVE;@E,,AC+#,

I

CE;A,=ECEB=AB#"CA

+G""=@G>+;CA;ACC+MB"G@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

&<#17%+1

!

<@ABACE=#DA

I

B"=A#,AH

I

BA++#",CADAC"M

,

.+>9>,#=

#,=@A7SVX

J

B">

I

FE+$&%%$1Q%&$)(/

$

'T$2

&#

E,!=@A\<

J

B">

I

FE+$&%1/1Q%&$/%)

$

'T$2

&

&<@ABAFE+,"+#

J

,#M#;E,=

!#MMABA,;A+9A=FAA,=@A=F"

J

B">

I

+

$

!

'

%&%2

&%

=@ABACE=#DA

I

B"=A#,AH

I

BA++#",CADAC"M

)

$

+>9>,#=#,=@A 7SVX

J

B">

I

FE+

%&0$/$Q%&%/%/

$

'T$2

&#

E,!=@A\<

J

B">

I

FE+$&)$)/Q%&%$1)

$

'T$2

&#

=@A

)

$

.+>9>,#=

I

B"=A#,AH

I

BA++#",CADAC+"M7SVX

J

B">

I

FABA+#

J

,#M#;E,=C

?

C"FAB

$

!

$

%&%2

&

&=-()%712-(

!

<@A

I

B"=A#,AH

I

BA++#","M

)

$

.+>9>,#=

#

9>=,"=

,

.+>9>,#=

#

FE+BA!>;A!#,

I

CE.

;A,=ECEB=AB#"CA+G""=@G>+;CA;ACC+MB"G@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

&<@ABAM"BA

#

3fVE;@E,,ACE;=#D#=

?

GE

?

@EDA

9AA,#,D"CDA!#,@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

%

E,!=@AE9,"BGECAH

I

BA++#","M

)

$

+>9>,#=GE

?

9AE,#G

I

"B=E,=9E+#+

#,@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

&

'

>#

/

,-$.1

(

!

@

?I

AB=A,+#DA!#+"B!AB;"G

I

C#;E=#,

JI

BA

J

,E,;

?

%

CEB

J

A.;",!>;=E,;A;EC;#>GE;=#DE=A!

I

"=E++#>G;@E,,AC+

%

,

.+>9.

>,#=

%

)

$

.+>9>,#=

!!
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3fVE

&广泛分布于全身如平滑肌*骨骼肌*

神经元*肾脏等多种组织中#在血管平滑肌中的表达尤为丰富#

在血管平滑肌静息电位的维持及血管张力的调节中起着重要

的作用#是血管紧张性的决定因素之一'

$

(

)

3fVE

通道由
,

亚

基和
)

$

基构成#

,

亚基是
3fVE

通道的基本结构单位#

)

亚基

有
0

种亚型
)

$

%

)

0

#其中
)

$

亚基是最先被证实的
3fVE

通道

相关蛋白'

1

(

)妊娠期高血压疾病$

@

?I
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BA
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7SVX

&是极度威胁孕妇健康的一种妊娠

特有性疾病#有逐年发展的趋势#其基本病理生理变化是全身

小动脉痉挛#是一种血管性疾病'

'

(

#因此推测大电导钙激活钾

通道可能与
7SVX

有着不容忽视的联系)本研究通过
6A+=.

AB,9C"=

手段检测健康孕妇和
7SVX

胎盘小动脉平滑肌细胞

上大电导钙激活钾通道中
,

亚基和
)

$

亚基的蛋白相对表达

量#从分子水平探讨
3fVE

通道与该疾病的关系#现报道如下)

?

!

资料与方法

?&?

!
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!

7SVX

组!确诊为
7SVX

并终止妊娠的孕妇

$2

例#平均血压$
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例#
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均年龄$

11&)Q1&2

&岁)

7SVX

组诊断标准参照谢幸主编的第

/

版0妇产科学1)

?&@

!

仪器与试剂
!,

亚基抗体及
)

$

亚基抗体$美国
,"D>+

公

司&#

78X

羊抗兔二抗及
78X

羊抗鼠二抗$碧云天公司&)采

用的实验仪器主要有!凝胶成像系统$美国
_YX

公司&#水平

和垂直电泳系统$美国
WP

公司&#转印系统$美国
3#".8E!

公

司&#滤纸*硝酸纤维素膜$美国
3#".8E!

&)

?&A

!

方法

?&A&?

!

标本处理
!

选取的病例终止妊娠时#当胎盘娩出后立

即取含小动脉的胎盘组织块约
1;Ga1;Ga1;G

#置于
0`

XXZ

中转入实验室)将胎盘组织块在显微镜下选择小动脉#将

仔细轻柔分离出的血管迅速放入液氮#然后转入
O-%`

超低

温冰箱冻存)

?&A&@

!

蛋白免疫印迹法$

6A+=AB,9C"=

&检测
!

首先配制浓度

为
/N

的分离胶*

2N

的浓缩胶)液氮冷冻条件下将组织捣碎

成粉末#加入蛋白裂解液#分离提取蛋白#加热使蛋白充分变

性)随后进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

ZSZ.

X:WP

&和转膜#封闭液封闭#一抗孵育$稀释
3fVE

,

及
3fVE

)

$

为
$k$%%%

#

)

.E;=#,

为
$k1%%%

&和二抗孵育$羊抗兔
$k

0%%%

#羊抗鼠
$k1%%%

&后加发光试剂反应#所得条带用于实

验分析)

?&B

!

统计学处理
!

采用
ZXZZ$-&%

统计软件进行分析#计量

资料以
IQ<

表示#两组采用配对样本
8

检验#以
!

$

%&%2

为差

异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

胎盘小动脉平滑肌中
3fVE

通道
,

亚基的蛋白表达
!

在

正常孕妇及妊娠期高血压孕妇的胎盘小动脉平滑肌上均有
,

亚基蛋白表达)在
7SVX

组
,

亚基蛋白的相对表达量为

$&%%$1Q%&$)(/

#在
\<

组为
$&%1/1Q%&$/%)

#两组差异无

统计学意义$

!

'

%&%2

&#见图
$

)

!!

:

!

6A+=AB,9C"=

检测%

3

!柱状图)

图
$

!!

两组
3fVE

通道
,

亚基蛋白水平变化图

@&@

!

胎盘小动脉平滑肌中
3fVE

通道
)

$

亚基的蛋白表达
!

在正常孕妇及妊娠期高血压孕妇的胎盘小动脉平滑肌上均有

)

$

亚基蛋白的表达)

7SVX

组
)

$

亚基蛋白的相对表达量为

%&0$/$Q%&%/%/

#

\<

组为
$&)$)/Q%&$1))

#差异有统计学

意义$

!

$

%&%2

&#见图
1

)

!!

:

!

6A+=AB,9C"=

检测%

3

!柱状图)

图
1

!!

两组
3fVE

通道
)

$

亚基蛋白水平变化图

A

!

讨
!!

论

!!

7SVX

是一种妊娠期特有的威胁全球孕产妇健康的复杂

性疾病#其病因及发病机制至今未明)该疾病被部分学者认为

是孕妇的一种血管性疾病#血管舒缩分子调节失衡导致血管通

透性增高#从而引起全身多个器官的血管痉挛导致孕妇血压升

高*相应器官的缺血缺氧及机体代谢的紊乱)例如#机体正常

状态下#调控血管舒缩的细胞因子保持动态平衡#控制机体的

血压与局部血流)

7SVX

时#引起血管舒张的重要生理因子一

氧化氮$

\L

&的产生与释放功能受到抑制'

0

(

#从而导致血管收

缩与舒张因子比例失衡#血管内皮细胞损伤#血压升高)有研

究认为#

\L

产生的减少是影响该疾病病理生理变化的关键因

素#其舒张血管的作用则主要是通过激活
3fVE

通道来实现

的)

\L

可通过
WV.;W4X.XfW

途径使
3fVE

通道开放#该途

径通过磷酸化方式激活从而引起血管平滑肌细胞膜超极化#血

管平滑肌肌肉松弛#血管扩张#血压下降'

2

(

)研究发现#血管内

皮素
$

$

P<.$

&*前列环素$

XW51

&*血管紧张素
.1

$

:,

J

.1

&等都可

能与
3fVE

通道的活性有关#而这些血管活性因子与
7SVX

关系密切'

)

(

)因此#当
7SVX

发生时#全身血管平滑肌尤其小

血管平滑肌上的
3fVE

通道可能表达异常#进而使血管舒缩功

能失衡引起血压异常#笔者推测#作为
3fVE

通道重要组成部

分的
,

亚基与
)

$

亚基也可能会异常表达#因此本研究运用

6A+=AB,9C"=

技术检测出
7SVX

孕妇胎盘小动脉平滑肌的
)

$

亚基蛋白表达明显降低#而
,

亚基并没有改变)这提示作为血

管平滑肌细胞兴奋的重要调节因素#大电导钙激活钾通道的功

能与
)

$

亚基密切相关#与
,

亚基关系并不密切)

大量研究已表明#

3fVE

通道在血管平滑肌中高表达#携

带了
-%N

%

/%N

的外向电流#

0

个相同的
,

亚基是其主要结构

单位 '

-

(

)但大鼠实验时#高血压组大鼠
3fVE

通道
)

$

亚基均

下调#而
,

亚基并没有变化'

/

(

)

3BA,,AB

等'

(

(进行小鼠实验时

敲除了小鼠
)

$

亚基所编码的
fV\43$

基因#小鼠出现了血管

收缩*血压升高)

:G9AB

J

等'

$%

(观察到在自发性高血压大鼠脑

动脉血管平滑肌细胞中
3fVE

通道
)

$

亚基有所减少及通道中

钙离子的敏感性有所降低#同时他们应用
8<.XV8

技术分析

自发性高血压大鼠脑动脉
3fVE

通道
)

$

亚基的
G8\:

比正

常血压大鼠表达降低#而
,

亚基的
G8\:

表达无改变#上述结

%'10

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
'%

期



果均与笔者实验相吻合)由此#笔者大胆推测
7SVX

时血管

平滑肌细胞上
3fVE

通道功能异常主要是由起调节作用的
)

$

亚基的表达量多少来决定#

)

$

亚基的异常可能是导致
7SVX

血管功能障碍的一个重要基础#

,

亚基虽为通道主要结构#但

在高血压疾病中的作用显得微乎其微)

大量证据证明#

3fVE

通道在血管平滑肌细胞中的功能障

碍与人类高血压息息相关'

$$

(

#

7SVX

是一种特殊时期特殊类

型的高血压也与
3fVE

通道关系密切)

3fVE

通道
)

$

亚基在

7SVX

及正常血压状态下均发挥着不容忽视的作用#但其具体

作用机制及反馈调节均有待进一步研究)
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